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RESUMO

O receptor do peptideo liberador de gastrina tem sido considerado como
um novo alvo molecular em desordens do desenvolvimento neuroldgico.
Estudos prévios realizados em nosso laboratério demonstraram que o bloqueio
farmacolégico do GRPR durante o periodo neonatal em ratos produz
caracteristicas comportamentais que tem sido associadas com disturbios
autistas, tais como déficits de comportamento social. Alteracées no
comportamento de estabelecimento de vinculos podem desempenhar um papel
importante na disfuncdo de comportamento social apresentada por criancas
autistas. Ratos filhotes machos receberam duas inje¢les intraperitoneais
diarias do antagonista do GRPR (RC-3095) do 1° ao 10° dia de vida po0s-natal.
No 11°dia de vida os filhotes foram submetidos a tarefa de preferéncia pelo
odor materno e ao completarem 15 dias, a tarefa de condicionamento aversivo
ao odor. Os resultados do presente trabalho demonstram que o bloqueio do
GRPR no periodo neonatal pela administracdo sistémica do antagonista RC-
3095 induz uma reducdo na preferéncia pelo odor materno, uma tarefa que
envolve o comportamento de apego, em ratos lactentes. Provavelmente, este
efeito prejudicial possa representar uma disfungdo especifica no
comportamento de apego mais do que um prejuizo no aprendizado do odor,
pois animais que receberam RC-3095 mostraram uma resposta normal ao
condicionamento aversivo ao odor. Estes resultados fornecem a primeira
evidéncia de que o GRPR regula o comportamento de preferéncia materna e
sao consistentes com a visao de que o GRPR esta envolvido com mecanismos
comportamentais associados a perturbacdes do desenvolvimento neuroldgico.

Palavras-chave: Receptor do peptideo liberador de gastrina - RC-3095 -
Preferéncia pelo odor materno - Condicionamento aversivo ao odor — Apego -
Autismo.



ABSTRACT

The gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) has been put forward as
a novel molecular target in neurodevelopmental disorders. We have previously
shown that pharmacological blockade of the GRPR during the neonatal period
in rats produces long-lasting behavioral features associated with autistic
disorders, such as deficits in social behavior. Alterations in attachment behavior
might play a role in the dysfunction in social behavior displayed by autistic
infants. Here we show that neonatal GRPR blockade by systemic administration
of the GRPR antagonist RC-3095 induces a reduction in maternal odor
preference, a task involving attachment behavior, in infant rats. This impairing
effect is likely to represent a specific dysfunction of attachment behavior rather
than a general impairment of odor learning, since animals given RC-3095
showed normal aversive odor conditioning. These findings provide the first
evidence that the GRPR regulates maternal preference and are consistent with
the view that the GRPR is involved in behavioral features associated with
neurodevelopmental disorders.

Keywords: Gastrin-releasing peptide receptor. RC-3095. Maternal odor
preference. Odor-shock conditioning. Attachment. Autism.
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CAPITULO 1



1.1 INTRODUCAO

1.1.1 BOMBESINA

A bombesina (BB) consiste em um peptideo analogo ao Peptideo Liberador de
Gastrina (GRP, sigla do inglés Gastrin Releasing Peptide), inicialmente isolado da pele
de uma rd da espécie Bombina bombina (Anastasi et al., 1973). A investigacdo da
presenca de sitios de ligacdo de BB no sistema nervoso central (SNC) demonstrou que
ela liga-se com alta afinidade as membranas cerebrais de ratos (Moody et al., 1978).
Foi também descrito pelo mesmo grupo, que as mais altas densidades de sitios
especificos de ligacdes encontram-se no hipocampo, uma regido muito relacionada
com a plasticidade sinaptica, memoria e desordens neuropsiquiatricas, tais como a
esquizofrenia e a doenca de Alzheimer. Outras areas cerebrais apresentando altas
concentracfes de peptideos da familia da BB incluem o ndcleo do trato solitario,
amigdala e hipotdlamo (Moody et al., 1979; 1981).

Os efeitos comportamentais da administracdo de agonistas e antagonistas do
Receptor do Peptideo Liberador de Gastrina (GRPR, sigla do inglés Gastrin Releasing
Peptide Receptor) vém sendo reportados em alguns estudos. Dentre eles a indugao do
comportamento de afagar a pele ou os pélos de um membro da comunidade a fim de
fortalecer os vinculos afetivos e manter a unidade do grupo em ratos (grooming),
através de infusdes intracerebrais de BB. O comportamento de grooming induzido por
esta injecdo é dependente do GRPR e é atenuado por antagonistas de receptores
dopaminérgicos (Piggins e Merali, 1989, Merali et al.,, 1990). Sugere-se que esse
comportamento deva estar relacionado a resposta ao estresse e, que a administracao

de BB induza um efeito autbnomo, enddécrino e comportamental similar aqueles



apresentados pela exposi¢cdo a estressores, sugerindo um possivel papel dos GRPRs
na mediacdo de respostas ao estresse e a ansiedade (Merali et al., 1990, Moody et al.,

2004).

1.1.2 PEPTIDEO LIBERADOR DE GASTRINA (GRP) E SEU RE CEPTOR (GRPR)

Estudos anteriores descreveram que o peptideo que esta funcionalmente e
estruturalmente relacionado a BB em cérebro de mamiferos corresponde ao GRP.
Composto por 27 aminodcidos, ele € sintetizado como um precursor com 148
aminoacidos (PreproGRP) no nucleo neuronal e subsequentemente sofre maturacao

pos-traducional (Spindel et al., 1984, Spindel et al., 1990).

O GRP presente no SNC é um membro da superfamilia de receptores acoplados
a proteina G, contendo sete dominios transmembrana e 348 aminoacidos. Estudos in
vitro utilizando técnicas de autoradiografia indicaram que as areas que contém altas
densidades de GRPRs incluem o bulbo olfatério, nucleo accumbens, caudado-
putamen, amigdala central, formacéo hipocampal dorsal (area CA3 e giro denteado)
bem como os ndcleos talamicos paraventricular, central medial e paracentral (Wolf et

al., 1983; Wolf et al., 1985; Zarbin et al., 1985; Moody et al., 2004).

Respostas intracelulares para a ativacdo de GRPR em linhagens de células
neuroendocrinas e cancerigenas tém demonstrado envolver cascatas sinalizadoras de
proteinas quinases, particularmente a proteina quinase C (PKC) e rotas de proteina
guinase ativada por mitogeno (MAPK) / também denominada proteina quinase

regulada por sinais extracelulares (ERK) (Hellmich et al., 1999).



Embora os mecanismos celulares de sinalizagdo envolvidos na mediacdo dos
efeitos da ativagcdo do GRPR em neurbnios ainda necessitem de uma melhor
caracterizagdo, as descobertas através de estudos utilizando outros tipos celulares
indicam que as rotas de PKC e MAPK devem estar importantemente envolvidas na

resposta intracelular da ativagdo do GRPR na membrana neuronal (Lee et al., 1999).

Alguns estudos demonstraram alteracfes nos niveis de GRP ou na funcéo do
GRPR em pacientes com desordens psiquiatricas, neurodegenerativas € no
desenvolvimento nervoso. E possivel que uma reducdo dos niveis de GRP em
pacientes psiquiatricos altere a atividade regulatéria destes peptideos em fun¢des do
SNC, contribuindo assim com as manifestacfes clinicas. A concentracdo de GRP
demonstrou estar significativamente reduzida no nucleo caudado e globo palido de
pacientes com doenca de Parkinson (Bissette et al., 1985), assim como também esta
reduzida na urina (Olincy et al., 1999) e no fluido cerebroespinhal (FCS) (Gerner et al.,
1985) de pacientes com esquizofrenia. Também tém-se proposto que alteracbes nos

niveis de GRPR no SNC humano deve estar envolvidas na anorexia, bulimia nervosa e

transtornos de humor (Merali et al., 1999, Frank et al., 2001).

O envelhecimento cerebral e a doenca de Alzheimer envolvem, além de muitas
anormalidades, disfun¢des na sinalizacéo celular de calcio. A homeostase alterada do
calcio foi detectada em fibroblastos de pacientes com doenca de Alzheimer (Ito et al.,
1994; Gibson et al., 1996; 1997) bem como em modelos de animais com essa doenca
(Leissring et al., 2000). GRPs, através da ligagdo a GRPRs na membrana celular,
agem como ativadores da cascata sinalizadora fosfoinositol/célcio (Ito et al., 1994;
Gibson et al., 1996). A liberacdo de célcio, induzida por BB e mediada por inositol
trifosfato (IP3) demonstrou estar significativamente mais acentuada em fibroblastos de

pacientes com doenca de Alzheimer (Ito et al., 1994).



1.1.3 ANTAGONISTA DO GRPR — RC3095

O antagonista seletivo de GRPR [D-Tpi6, Leul3 psi(CH2NH)-Leul4] bombesina
(6-14) (RC-3095) vém sendo utilizado como uma ferramenta na investigacdo dos
efeitos comportamentais relacionados ao bloqueio do receptor de peptideo liberador de
gastrina em modelos de roedores (Roesler et al., 2004). O RC-3095 foi desenvolvido
por Schally e colaboradores como um potente farmaco antitumoral (Pinski et al., 1992;

Yano et al., 1992; Qin et al, 1994; Szepeshazi et al., 1997; Schwartzmann, 2004).

Diante do fato de que pacientes com esquizofrenia apresentam niveis alterados
de GRP (Gerner et al., 1985; Olincy et al., 1999), Roesler e colaboradores (2004),
investigaram os efeitos da administracdo sistémica de RC-3095 no comportamento
estereotipado induzidos pelo antagonista do receptor dopaminérgico, apomorfina, ou
pelo antagonista do receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDA), dizocilpina
(MK-801) (Meller et al., 2004). Comportamentos estereotipicos sdo manifestacfes de
desordens psiquiatricas, tais como a esquizofrenia, desordem obsessivo-compulsiva e
autismo. Administracfes sistémicas de RC-3095 atenuaram significativamente a
estereotipia induzida por apomorfina, dando suporte a hipétese que os GRPRs estédo
envolvidos em padrbées comportamentais de esquizofrenia e indicando que os
antagonistas de GRPRs podem ser investigados como agentes com potencial atividade

antipsicotica (Meller et al., 2004).

Recentemente, estudos farmacoldgicos investigando o papel GRP e seus
receptores em memaria e aprendizado avaliaram os efeitos de agonistas de GRPR no
desempenho de roedores em tarefas de memoria. Administracdes sistémicas de BB ou
GRP facilitaram o armazenamento de memdria tanto em camundongos (Flood et al.,

1988) quanto em ratos (Rashidy-Pour et al., 1998). Além disso, administracfes



sistémicas de GRP atenuaram déficits de memadria em modelos amnésicos induzidos
por escopolamina e hipdxia em camundongos (Santo-Yamada et al., 2001). Infusbes de
BB no nucleo do trato solitario favoreceram a memoaria e permitiram a analise do nucleo
do trato solitario como uma importante area, mediando os efeitos de agonistas de
GRPR na memoria de ratos (Williams et al. 1994), enquanto que inativacdes
farmacoldgicas desta regido atenuaram os efeitos da administracao sistémica de BB na

memoria (Rashidy-Pour et al., 1998).

Ao serem analisados em conjunto, esses achados indicam que a ativacédo de
GRPR no hipocampo e na amigdala (e possivelmente em outras areas cerebrais) esta
importantemente envolvida na modulacdo do aprendizado emocional e memoria em
roedores. Diante desses estudos, pode-se concluir que ha um forte corpo de evidéncias
estabelecendo o0 GRPR entre o0s varios sistemas de neuroreceptores que participam da
modulagcdo da memoaria. Por outro lado, estudos subsequentes sdo necessarios para

estabelecer a exata fun¢cdo do GRPR na regulagdo da memoria.

Recentemente 0 nosso grupo de pesquisa analisou os efeitos do bloqueio do
GRPR durante o periodo neonatal sobre parametros comportamentais em ratos (Presti-
Torres et al.,, 2007). Este foi o primeiro trabalho realizado envolvendo o uso do
antagonismo do GRPR ainda durante o desenvolvimento neurolégico desses animais.
Ratos machos que receberam diferentes doses de RC3095, entre o 1°e o 10° dia de
desenvolvimento pés-natal (PN1-10), ao serem submetidos a tarefa de comportamento
social, reconhecimento do objeto novo e esquiva inibitéria, na fase adulta,
apresentaram um pronunciado isolamento social, além de importantes déficits
cognitivos relacionados a memoaria de longa duracédo. Tais evidéncias da relacao entre
o bloqueio desse receptor e as alteracbes comportamentais observadas corroboram a

hipotese de que o GRP e 0 GRPR estéo relacionados ao desenvolvimento neuroldgico.



O periodo neonatal é uma etapa importante na maturagdo do sistema nervoso.
Diversas experiéncias no inicio da vida podem alterar o comportamento emocional e a

funcao cognitiva na vida adulta.

1.1.4 APRENDIZADO OLFATIVO

A funcdo olfativa é bem conhecida e desempenha um importante papel na
sobrevivéncia dos animais recém nascidos, bem como em seres humanos. Lactantes
humanos sao capazes de detectar diferentes odores logo apds o nascimento, além de
reter algumas memoérias destes odores. Essa informacdo € de extrema importancia
para a interagcdo mae-bebé. Ainda ndo esta claro se estas atracdes olfativas sao
determinadas geneticamente ou se as aprendemos através da experiéncia (So et al.,

2008).

A memoria olfativa de longo prazo é adquirida durante o periodo precoce poés-
natal e esta associada a essas funcgdes olfativas (Teicher e Blass, 1976). A modulacdo
olfativa das interacbes mae-filhote tem sido estudada em uma variedade de espécies
incluindo ratos, camundongos, ovinos e primatas ndo-humanos. Enquanto a memaria
olfativa em ratos adultos est4 associada com alteragBes no hipocampo (Staubli et al.,
1986; Alvarez et al., 2002), amigdala (Rosenkranz e Grace, 2002; Tronel e Sara, 2002),
cortex piriforme (Roman et al., 1987; Litaudon et al., 1997; Zinyuk et al., 2001; Saar et
al., 2002), cértex peri-rinal (Herzog e Otto, 1998) e cortex orbito-frontal (Ramus e
Eichenbaum, 2000; Rolls, 2001) muitas dessas estruturas ndo estdo anatomicamente
maduras e ndo sdo efetivamente ativadas pelo odor durante a primeira semana pos-

natal em ratos.



O condicionamento pavioviano baseado no choque € a aproximacdo
experimental mais comum usada para investigar a base neural do medo. O fenbmeno
do condicionamento pavioviano do medo é altamente reproduzivel, e ele claramente
gera respostas mensuraveis como 0s comportamentos de freezing e o startle, ambos
vistos no repertério de tratamentos de animais confrontando predador. A aquisicdo do
condicionamento do medo ocorre quando um estimulo neutro inicialmente é pareado
com um evento aversivo de significado biologico, o estimulo ndo condicionado (US).
Depois de um ou mais pareamentos, o estimulo neutro (CS) pode adquirir propriedades
afetivas acarretando respostas tipicamente defensivas ocorrendo na presenca de US
(LeDoux, 2000). InvestigacOes de condicionamento do medo em roedores geralmente
empregam estimulos condicionados (CSs auditivo ou visual pareados com choque
elétrico nas patas. No entanto, estudos recentes tém usado odor como estimulo
condicionado, desde reconhecimento social, reproducédo, deteccdo de predador e a

utilizacao do olfato para alimentacao (Restrepo et al., 2004).

A utilizacdo de odores como o estimulo condicionado para a producdo de medo
condicionado ja esta bem estabelecida. Otto e colaboradores (Otto et al., 1997, 2000)
reportaram que ratos exibem respostas de freezing para um odor que tenha sido
previamente pareado com um breve choque, leve e curto, nas patas. Também foi
demonstrado, que pistas de odor servem com CSs efetivos para potencializar a
resposta acustica de startle (Richardson et al., 1999; Aschall e Davis, 2002). Em ratos
filhotes, o pareamento do odor com o choque estabelece a aprendizagem olfativa
(Okutani et al., 1999; Sullivan et al., 2000). Okutani e colaboradores (1999) relataram
gue filhotes que foram expostos ao odor citral associado com o choque, no dia PN11

(periodo pés-natal), revelaram uma resposta aversiva a este odor.



A origem e o desenvolvimento do aprendizado de aversdao ao odor sé&o
associados com respostas de reforco neural na amigdala durante o condicionamento
do odor com o choque (Sullivan et al., 2000). O mecanismo envolvido na aprendizagem
olfativa precoce poés-natal em ratos envolve a modulacdo e a plasticidade no bulbo
olfatério (Wilson e Sullivan, 1994; Sullivan e Wilson, 2003), envolvendo tanto GABA
(Acido Gama-aminobutirico) (Okutani et al., 1999, 2003), noradrenalina (Sullivan et al.,

1989, 1992; Yuan et al., 2003) e serotonina (Yuan et al., 2003).

Partindo de nossos resultados anteriores e considerando a importancia da
aprendizagem olfativa no periodo neonatal € de extrema relevancia a analise dos
efeitos da administracdo do antagonista RC-3095, sobre parametros comportamentais
tais como a preferéncia pelo odor materno e o condicionamento aversivo ao odor, ainda

na fase neonatal.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do bloqueio dos receptores do peptideo liberador de gastrina
(GRPR) durante o periodo neonatal sobre a preferéncia pelo odor materno e o

condicionamento aversivo ao odor em filhotes machos de ratos.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar os efeitos do tratamento neonatal com RC-3095, antagonista do receptor
GRPR, sobre os parametros comportamentais de preferéncia pelo odor

materno em filhotes machos de ratos.

» Avaliar os efeitos do tratamento neonatal com RC-3095, antagonista do receptor
GRPR, sobre o condicionamento aversivo ao odor em filhotes machos de

ratos.
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ABSTRACT

The gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) has been put forward as a novel
molecular target in neurodevelopmental disorders. We have previously shown
that pharmacological blockade of the GRPR during the neonatal period in rats
produces long-lasting behavioral features associated with autistic disorders,
such as deficits in social behavior. Alterations in attachment behavior might play
a role in the dysfunction in social behavior displayed by autistic infants. Here we
show that neonatal GRPR blockade by systemic administration of the GRPR
antagonist RC-3095 induces a reduction in maternal odor preference, a task
involving attachment behavior, in infant rats. This impairing effect is likely to
represent a specific dysfunction of attachment behavior rather than a general
impairment of odor learning, since animals given RC-3095 showed normal
aversive odor conditioning. These findings provide the first evidence that the
GRPR regulates maternal preference and are consistent with the view that the
GRPR is involved in behavioral features associated with neurodevelopmental

disorders.

Keywords:

Gastrin-releasing peptide receptor

RC-3095

Maternal odor preference



Odor-shock conditioning
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1. Introduction

The gastrin-releasing peptide receptor (GRPR), a member of the G protein
coupled receptor (GPCR) family that binds the bombesin-like peptide GRP in the
mammalian central nervous system (CNS), has been put forward by us and
others as an important molecular regulator of brain function and a novel target in
neuropsychiatric disorders [2,4,7,12,15,19]. GRPRs in brain areas including the
amygdala and hippocampus regulate the processing of emotional information
and memory [9,12-16,19,22]. In addition, we have previously shown that
pharmacological blockade of the GRPR in rats during the neonatal period
produces long-lasting behavioral features associated with autistic disorders,
including a pronounced deficit in social interaction [10]. Together with genetic
studies in humans [3,5], these findings suggest a possible role of GRPR
dysfunction in the etiology of autism, and raise the possibility that GRPR
blockade in rodents might be a useful experimental strategy for the development

of novel animal models of neurodevelopmental disorders [10].

Alterations in attachment behavior have been proposed as etiological
factors for neuropsychiatric disorders and play a role in the dysfunction in social
behavior displayed by autistic infants [1,6]. We thus questioned whether GRPR
blockade during the neonatal period could affect behaviors related to attachment.
In infant rats, attachment is learned during the neonatal period and relies mostly
on odor cues. Pups rapidly learn to approach and prefer the maternal odor within
the nest. This type of odor learning is regulated by a number of neurotransmitter
systems and downstream signaling pathways in brain areas including the
amygdala, which might be altered in autism [8,21]. Evaluating maternal odor

preference in infant rats allows the investigation of aspects of attachment



behavior relevant for autistic disorders during CNS development. In the present
study we have examined maternal odor preference in infant rats treated with a
GRPR antagonist from postnatal days (PND) 1 to 10. An additional experiment
examined whether neonatal GRPR antagonism affected aversive odor

conditioning.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Pregnant female Wistar rats were obtained from the State Health Science
Research Foundation (FEPPS-RS, Porto Alegre, Brazil). After birth each litter
was adjusted within 48 h to eight rat pups, and to contain offspring of both
genders in about equal proportions. Each pup was kept together with its mother
in an individually ventilated cage with sawdust bedding in a room temperature of
21 £ 1C and a 12/12 h light/dark cycle. At the age of 4 weeks, pups were
weaned and the males were selected and raised in groups of three rats [10]. For
postnatal treatments, animals were given standardized pellet food and tap water
ad libitum. Weight gain was measured at PND 1-10, and 15; no significant
differences between groups were observed during development (data not
shown). All behavioral experiments were performed at light phase between 09:00
h and 16:30 h. The experimental procedures were performed in accordance with

the NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication No. 80-



23 revised 1996). All experimental protocols were approved by the institutional
animal care committee. All efforts were made to minimize the number of animals

and their suffering.

2.2. Drugs and pharmacological procedures

Male pups were given two daily (at 8 AM and 18 PM) intraperitoneal (i.p.)
1 ml/kg injections of saline (SAL; NaCl 0.9%; n = 43) or the selective GRPR
antagonist RC-3095 [10,13-16,22] (1 mg/kg; AEterna Zentaris GmbH, Frankfurt,
Germany; n = 37) dissolved in SAL, at PND 1 to 10, as previously described [10].

Drug solutions were prepared immediately prior to administration.

2.3. Maternal odor preference

On PND 11, SAL- and RC-3095 treated rat pups were submitted to the
maternal odor preference test. The maternal odor preference task was performed
as previously described [11]. The test consisted of a two-odor choice between
areas with the nest or fresh bedding. A Plexiglas box (34 cm long X 24 cm high X
40 cm wide) divided by a 2-cm wide neutral zone running the length of the box
was used. In each area, 300 ml of fresh or nest bedding was placed in adjacent
corners. A pup was placed in the 2-cm neutral zone at the end of the box facing

the opposite target beddings. During the 1-min trial, the amount of time the pup



(the head or the whole body) spent over each of the two areas was recorded.
Animals were tested in five trials with an interval of 2 min during which the pup
was taken back to the home cage. In each trial, beddings were switched between
the sides of the box. Following each test period, the box was cleaned with 70%
ethanol to remove trace odors. The total time in each area was obtained by the

sum of the five trials.

2.4. Odor-shock conditioning

To verify whether the impairment induced by neonatal GRPR blockade is
specifically related to maternal odor preference or a general impairment of odor
memory, a subset of rats used in the maternal odor experiment were further
subdivide into four groups and trained in odor-shock conditioning, a type of
aversive odor memory in which the animals learn to associate an odor with a
footshock. Odor-shock conditioning started on PND 15 and was performed for 4
consecutive days. The general procedures followed those previously described
[18,20]. The pups were trained in a translucent 23,0 X 24,5 X 20,5 cm Pexiglas
chamber with a stainless steel grid floor. The unconditioned stimulus (US)
consisted of three 0.5 mA, 1 s footshocks, presented at 30 s intervals. The CS
(odor) was citral extract presented during the conditioning trial in a 1:10 dilution in
a paper placed in plate dish bellow the grid floor of the conditioning chamber. A

control odor-only subset of rats received only the odor CS. On the fifth day, a 5-



min retention test trial was performed. The time spent freezing during the test trial

was taken as a measure of conditioning [18].

All behavioral experiments were videotaped and behavioral parameters
were scored by an experimenter blind to the animals’ treatment conditions. The
video recordings were analyzed with Noldus Observer software (Noldus

Information Technology, Wageningen, The Netherlands).

2.5. Statistics

Data are shown as mean + S.E.M. Comparisons between groups were
performed using either unpaired Student’s t tests (when the experiment had only
two experimental groups, i.e., maternal odor preference) or one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc tests when appropriate. In all

comparisons, P < 0.05 was considered to indicate statistical significance.

3. Results

3.1. Maternal odor preference

Animals treated with RC-3095 showed a reduction of about 15% in the

time spent over the nest bedding area (Fig. 1). Analysis with a Student’s t test



revealed a significant difference between animals given RC-3095 and control rats
(P = 0.007), indicating that the GRPR antagonist produced a significant reduction
in maternal odor preference. There was no significant difference between groups
in the total time spent in both the nest bedding and fresh bedding areas (means +
S.E.M were 296.1 = 3.8 s and 280.1 £ 8.3 s; for SAL and RC-3095 groups,

respectively, P = 0.084).

3.2. Odor-shock conditioning

Rats treated with either SAL or RC-3095 reached the same levels of
freezing across conditioning trials, although RC-3095-treated animals showed a
higher level of freezing in the first and second conditioning trials when compared
to controls (both Ps < 0.001; Fig. 2A). There was no significant difference
between paired odor-shock groups in the third and fourth conditioning trials (Ps =
0.97 and 0.99 for 3" and 4™ trials, respectively; Fig. 2A). In the conditioning test
trial, there was no significant difference between rats treated with SAL and RC-
3095 submitted to paired odor-shock presentations (P = 0.59; Fig. 2B). Both
these groups showed significant higher levels of freezing compared to their
respective control groups presented to odor alone (both Ps < 0.001). The results
indicate that the neonatal treatment with RC-3095 did not affect odor-shock

conditioning.



4. Discussion

Impairments in attachment behavior assessed by maternal odor
preference in rodents have been proposed to model behavioral features of
autistic disorders [6]. Neurochemical mechanisms mediating and/or regulating
maternal odor preference and other types of odor learning include noradrenergic
and serotonergic neural transmission, opioids, stress hormones such as
corticosterone, and intracellular pathways involved in synaptic plasticity including
the cyclic AMP(cAMP)/protein kinase A(PKA)/CAMP response element-binding
protein (CREB) [6,8,11,21]. At the brain system level, maternal odor preference
involves brain areas including the olfactory bulb, locus coeruleus, and amygdala

8,21].

We have previously shown that neonatal treatment with a GRPR
antagonist in rats produced a pronounced deficit in social behavior accompanied
by cognitive dysfunction in adulthood [10]. These findings suggest that blocking
GPRP signaling during CNS development results in long-lasting behavioral
features associated with neurodevelopmental disorders. In the present study we
extend those findings by showing that neonatal GRPR antagonism impairs
maternal odor preference in infant rats. The impairing effect is likely to represent
a specific impairment of attachment behavior and maternal preference rather
than a general deficit of odor learning, since animals given the GRPR antagonist
showed normal aversive odor conditioning. Although increased freezing was
observed in rats treated with RC-3095 in the first two blocks of conditioning trials,

which might be related to an increased shock response or accelerated



acquisition, both groups reached similar levels of freezing at the end of
conditioning and showed similar levels of freezing during the test trial. In addition,
we have previously shown that this neonatal treatment protocol does not induce
other behavioral abnormalities, such as alterations in locomotion and anxiety,
which could interfere with performance in the maternal odor preference and
aversive odor conditioning tasks [10]. It is possible that the GRPR interacts with
other signaling pathways such as stress hormones and the cAMP/PKA/CREB

pathway in regulating maternal odor preference [15,22].

The present results extend our previous evidence that GRPR dysfunction
might contribute to the development of behavioral features associated with
psychiatric and neurodevelopmental disorders. In particular, the findings that
neonatal GRPR blockade results in reduced attachment behavior assessed by
maternal odor preference (present study) and also reduced social interaction in
the adulthood [10] are consistent with the possibility that an inhibition of the
GRPR system during CNS development may be implicated in the social
indifference displayed by autistic infants. These animal studies are consistent
with evidence from human genetic studies suggesting that, at least in some
patients, genetic alterations within the GRPR gene, or mutations in other genes
that could affect GRPR function, might be associated with autism [3,17].
However, another study examining two polymorphic sites in the GRPR gene did

not find significant differences between patients with autism and healthy subjects

[5].

In summary, the present study provides the first evidence that the GRPR

might regulate maternal odor preference and possibly other behaviors associated



with attachment. Further studies should explore the relationship between GRPR

signaling and attachment behavior.
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Legends for figures

Fig. 1. Neonatal gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) blockade produces
a reduction in maternal odor preference in infant rats. Male Wistar rats were
given an intraperitoneal (i.p.) injection of saline (SAL, n = 43) or the GRPR
antagonist RC-03095 (1 mg/kg; n = 37) twice daily from postnatal days (PND) 1
to 10. Maternal odor preference was tested at PND 11. Data are shown as
mean + S.E.M. time (S) spent over the nest bedding area and fresh bedding

area; ** P < 0.01 compared to control rats, given SAL.

Fig. 2. Neonatal gastrin-releasing peptide receptor (GRPR) blockade
does not affect odor-shock conditioning in infant rats. Male Wistar rats were
given an intraperitoneal (i.p.) injection of saline (SAL) or the GRPR antagonist
RC-3095 (1 mg/kg) twice daily from postnatal days (PND) 1 to 10. Odor-shock
conditioning training started at PND 15. Data are shown as mean + S.E.M. time
(s) spent freezing. (A) conditioning trials; (B) test trial; n = 11-16 animals per
group; * P < 0.01 in the 1% and 2" training trials compared to control rats
treated with SAL. There was no significant difference in the test trial between
rats treated with SAL and RC-3095 submitted to paired odor-shock

presentations (P = 0.59).
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CAPITULO 3

Consideracdes finais



3.1 CONSIDERACOES FINAIS

A ordem dos eventos que formam o SNC tais como a neurogénese, migracéo
celular, especificagdo molecular, mielinizacdo e sinaptogénese s&o altamente
conservadas em todas as espécies de vertebrados incluindo os humanos. (Connors, et
al., 2008). Por exemplo, a maior parte dos neurénios em vertebrados é gerada durante
a gestacdo bem como suas conexdes no cortex cerebral. (Connors, et al., 2008). O
dramatico aumento da conectividade neuronal e a reorganizacdo das sinapses ocorrem
durante o periodo neonatal. A formagdo acelerada dessas sinapses € estabelecida
apos o terceiro trimestre podendo gerar 40.000 sinapses por minuto persistindo até os
dois anos de idade em seres humanos (Connors, et al., 2008).

Algumas desordens neuropsiquiatricas como o autismo, esquizofrenia, déficit de
atencao, transtorno obsessivo compulsivo e hiperatividade estao relacionadas com a
arquitetura neuronal estabelecida na fase de desenvolvimento do SNC. Intervencdes
farmacoldégicas no periodo neonatal podem interferir na formagdo da conectividade
neuronal e da reorganizagédo de sinapses acarretando em algumas dessas desordens
(Geschwind et al., 2007).

Evidéncias demonstrando que o bloqueio do receptor GRPR no periodo neonatal
acarretou um acentuado isolamento social além de déficits cognitivos relacionados a
memoria de longa duracdo na idade adulta em ratos (Presti-Torres et al.,, 2007)
reforcam a importancia de estudar este tratamento em filhotes.

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram que os filhotes que
receberam o tratamento neonatal com RC-3095 durante o 1° ao 10° dia de
desenvolvimento pds-natal (PN1-10) e foram submetidos a tarefa de preferéncia pelo

odor materno apresentaram um prejuizo de comportamento relacionado a preferéncia



pelo odor da mae, sugerindo que o bloqueio do receptor GRPR reduz o vinculo entre
os filhotes e a mée. Este prejuizo é provavelmente devido a uma disfuncdo especifica
no comportamento de apego, mais do que um prejuizo no aprendizado do odor, pois,
em relacdo a tarefa de condicionamento aversivo ao odor, observamos que tanto os
filhotes que receberam o tratamento com o antagonista do GRPR quanto aqueles que
receberam solucao salina, apresentaram niveis similares de freezing. Esses resultados
sugerem que o blogueio do GRPR no periodo neonatal ndo interfere na memoaria de
condicionamento ao odor.

A deficiéncia no comportamento de estabelecimento de vinculo dos filhotes com
a mae encontrada no presente trabalho pode estar relacionada com resultados
publicados anteriormente por nosso grupo de pesquisa indicando que o tratamento com
RC-3095 no periodo neonatal resulta em prejuizos significativos na tarefa de interacéo
social (Presti-Torres et al., 2007). E provavel que a dificuldade de estabelecimento de
vinculos com a mé&e no periodo neonatal seja refletida na dificuldade de interacéo
social apresentada posteriormente na idade adulta.

Os mecanismos neuroquimicos que medeiam e regulam o aprendizado de
preferéncia pelo odor materno e outros tipos de aprendizado de odor incluem a
transmicdo neural noradrenérgica e serotonérgica incluindo opidides e hormdnios do
estresse como a corticosterona (Sullivan et al.,, 2003). Envolve também vias
intracelulares conhecidamente associadas a plasticidade sinaptica, incluindo a proteina
quinase dependente de AMP ciclico (PKA) e o elemento de ligacdo em resposta ao
AMPc (CREB) (Raineki et al., 2009). E possivel que ocorra interagdes do GRPR com
outras vias de sinalizacdo como hormoénios do estresse e com as vias

cAMP/PKA/CREB na regulacéo do aprendizado de preferéncia pelo odor materno .



Em resumo, o presente estudo fornece a primeira evidéncia de que o GRPR
pode regular a preferéncia pelo odor materno e possivelmente com outros

comportamentos associados ao apego.
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